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1-3 母乳中免疫成分の一つである IgA 抗体の一般的な機能と産生機序
 母乳中に含まれる免疫成分の中で、IgA 抗体（以下 IgA）を主とする移行抗体
は量的に多くの割合を占めている 14。IgA は、粘膜組織で豊富に分泌される免疫
成分であり、腸管における IgA の分泌メカニズムや機能は広く研究されている。
IgA は成熟 B 細胞から分化する IgA 産生細胞から分泌されるが、腸内に共生す
る Bacteroides などの常在菌や腸内に侵入した病原微生物を主とする抗原からの
刺激を成熟 B 細胞が受けることで、認識した抗原情報を持つ IgA 産生細胞が腸
管粘膜固有層に送り込まれ、抗原特異的な IgA が分泌される 15。腸管管腔に分




子の腸管内の環境維持に関わるとされている 14。実際、乳汁中 IgA は直接的に
病原菌や寄生虫に結合し、下痢症などの感染症を予防する 19, 20 ことや、腸内微生
物環境を制御することで免疫機能に影響を及ぼし、アレルギーなどの疾患にも
関与することが報告されている 21。このことから、乳汁中 IgA 産生の制御を行
うことは、子の健全育成を促すような技術開発に向けて、非常に重要となると考
えられる。しかしながら、乳汁中 IgA を分泌する IgA 産生細胞がどこでどのよ
うに抗原情報を受け取っているのか明らかにされておらず、このことは、病原菌





織内に集積する IgA 産生細胞の供給源となっている 15。MALT 内では、多量に




容体の相互作用により IgA 産生細胞は決まった粘膜組織へと遊走される 15。こ
れまでの研究から、授乳期の乳腺実質部には、乳腺上皮細胞から分泌されるケモ
カイン CCL28 に引き付けられた IgA 産生細胞が乳腺組織内に集積することで、
母乳中に IgA が分泌されることが示されている 22, 23。しかしながら、乳腺組織内
には MALT 様のリンパ集積は確認できておらず、どこから CCL28 の受容体を

















第 2 章 
 










 粘膜組織における IgA は、粘膜組織に集積する IgA 産生細胞によって分泌さ
れる 15。分泌された IgA は J 鎖によって単量体 IgA どうしが結合した形をとっ
ており、二量体として存在する 24, 25。また二量体 IgA は上皮細胞の基底部に存在
する PigR と呼ばれる受容体によって上皮細胞内をトランスサイトーシスされ、
粘膜管腔へ放出される。この際に、PigR の構成成分であるセクレタリーコンポ
ーネント（SC）が二量体 IgA に結合することで、J 鎖による二量体の結合をより
強固にし、粘膜管腔で分泌されるプロテアーゼなどによって分解されることを
防いでいることが知られている 26。一方で、血中の IgA 産生細胞から分泌され
る IgA は単量体として存在しており、その性質は粘膜組織の二量体 IgA とは異
なる 27。乳腺は粘膜組織の一つであり、乳汁中 IgA は粘膜免疫のネットワーク
制御下に置かれ、二量体 IgA が主である可能性が高い。実際に当研究室では、
乳汁 IgA 産生が増大する授乳 2 週目に、乳腺組織中の PigR および J 鎖の mRNA
発現が増加することを確かめており 22、この考えに矛盾しない。しかしながら、
乳汁が血液中に含まれる成分を基に産生されている 28, 29 ことを考えると、全身
性の免疫機構も乳腺の IgA 産生に寄与する可能性があるが、乳腺の IgA 産生細
胞の挙動が追跡できておらず、乳汁中 IgA と全身性免疫系および粘膜免疫系と
の関係性については明らかとなっていない。 
 また、当研究室では乳腺の IgA 産生細胞追跡を行うための研究の一環として、
妊娠期に当たる出産 1 週間前、出産期に当たる授乳直後、授乳期に当たる出産 1
週間後と 2 週間後、離乳期に当たる出産 6 週間後、およびコントロールとして
未経産マウスを用いて、乳腺内の IgA 産生細胞を組織学的に観察してきた。そ
の結果、出産直後から 2 週間後にかけて徐々に乳腺間質部に IgA 産生細胞が集
10
積し、出産 2 週間後にピークとなることが明らかとなった。また、出産 1 週間





いうのも、IgA 産生細胞は成熟 B 細胞からの分化段階により局在する組織が異
なり、組織ごとに着目する細胞を変える必要がある。まず二次リンパ組織に局在
する成熟 B 細胞は抗原刺激を受け活性化すると IgA 産生型の形質芽細胞へと分
化し、その後粘膜組織に遊走する過程で IgA を分泌する形質細胞へと最終分化
する 15。乳腺組織においても、この IgA 産生細胞の分化に着目することで、その
挙動を追跡することが出来ると考えられるが、乳腺における細胞レベルでの解
析（特にフローサイトメーターを用いた解析）技術は確立されていない。 
 IgA 産生細胞は分化段階により、発現するタンパクが異なる。成熟 B 細胞お
よび形質芽細胞は、細胞表面に B220 と呼ばれるマーカー分子を発現している
が、形質細胞に分化するとその発現が消失することが知られている 30。一方で、




MHC class II などの細胞表面発現タンパクが用いられてきた 31, 32, 33。よって本研
究では、全身性免疫系と乳腺 IgA 産生との寄与を解析すること、さらに、Flow 











BALB/c (BALB/cCrSlc)および C57BL/6 (C57BL/6NCrSlc)は日本 SLC から購
入した。Ltbr-/-マウスは松本満教授より提供された。脾臓の摘出は、全身麻酔（0.3 





 乳腺より細胞単離を行った。乳腺は 1-2 mm 程度まで細かく切り、0.5 mg/ml
コラゲナーゼ（sigma）、5 U/ml の DNase（sigma）および 50 µM のβメルカプ
トエタノール（ナカライ）で攪拌しながら 60 分間、37℃で処理することで細胞
を単離した。その後、100 µm および 40 µm のセルストレイナー（FALCON）
によってゴミを除去した。総細胞数はチュルク液（Wako）を用いて計測した。 
 
2-2-3 Flow cytometry 解析 
  
 それぞれの組織の単離細胞に対して、10 µg/ml の anti-mouse CD16/32 
（2.4G2）で 15 分、4℃でブロッキングを行った後、次に示す濃度の抗体で 30
分、4℃で染色を行った： PE anti-mouse Ly6C （HK1.4, 2 µg/ml）、PE-Cy7 
anti-mouse CD93 （AA4.1, 2 µg/ml) Alexa 647 anti-mouse I-Ad （39-10-8, 5 
13
µg/ml)、BV421 anti-mouse CD45R/B220 （RA3-6B2, 2 µg/ml）、BV510 anti-
mouse CD11b （M1/70, 2 µg/ml)、および BV711 anti-mouse CD45 （30-F11, 
2 µg/ml）。また、アイソタイプコントロール抗体として、次の濃度の抗体を使用
した： Alexa 647 Mouse IgG3 （MG3-35, 5 µg/ml)、BV421 Rat IgG2a （R35-
95, 2 µg/ml)、BV510 Rat IgG2a （R35-38, 2 µg/ml)、PE-Cy7 Rat IgG2b 
（RTK4530, 2 µg/ml)、および PE Rat IgG2c （RTK4174, 2 µg/ml）。この時、
10 µl/test の Cell Viability Solution を加えて、死細胞の識別を行った。細胞内染
色のために、4％パラホルムアルデヒドで 20 分間、室温で反応させ、単離細胞
の固定を行った。その後 0.1％サポニンで 15 分、室温で反応させた。次に、FITC 
anti-mouse IgA （C10-3, 5 µg/ml)を添加し 30 分室温で反応させることで細胞
内染色を行った。この時、アイソタイプコントロールとして、FITC Rat IgG1 
（R3-34, 5 µg/ml）を用いた。Flow cytometry 解析は、AttuneTM NxT Acoustic 
Focusing Cytometer （ Thermo Fisher Science ） お よ び AccuriTM C6 flow 
cytometer （BD Bioscience）を用いて行った。 
2-2-4 ELISA
糞中および子の胃内容物中の IgA 濃度を ELISA により測定した。これらのサ
ンプル 1 mg に対して 10 µl の PBS で懸濁し、ビーズで破砕後、15000 rpm、10
分で遠心し上清を懸濁液として用いた。まず初めに、96well-ELISA プレート
（Nunc）を用いて、20 µg/ml の anti-mouse IgA （Bethyl）を ELISA プレート
上に添加し 4℃で一晩おくことで、ELISA プレート上に固相した。1％BSA で 1
時間、室温で反応させブロッキングを行った後、段階希釈を行った糞便と乳汁を
添加し室温で 2 時間反応させた。洗浄後、100 ng/ml HRP anti-mouse IgA（Bethyl）
14
 
で、1 時間室温で反応させ、基質として TMB Peroxidase Substrate system
（SeraCare Life Sciences）を用いることでシグナルの検出を行った。IgA 濃度既


























2-3-1 乳腺 IgA 産生と全身性免疫系との関係性 
  




て欠損した LTbR-/-マウスの乳汁中には、全く IgA 産生が認められなかった（図
1）。これらの結果は、乳汁中 IgA 産生は全身免疫系の中心である脾臓非依存的
であることを示している。またこのことから、MALT を含めた、脾臓以外の二




2-3-2 乳腺 IgA 産生細胞の性状解析 
 
 先の結果から乳汁中の IgA 産生機構を明らかにするためには、IgA 産生細胞
の解析が必要であることが示されたが、まず初めに出産 2 週間後の乳腺に集積
する IgA 産生細胞の性状を解析するために、出産 1 週間前、出産直後、出産 1
週間後、出産 2 週間後（出産 1 週間後に子を排除した強制離乳群を含む）およ
び出産 6 週間後の乳腺から細胞を単離し、抗 Mouse B220 抗体および抗 Mouse 
IgA 抗体を用いて、Flow cytometry 解析により IgA 産生産生細胞の分化段階を




1 週間目のマウス、および強制離乳した出産 2 週間後のマウスや離乳期に当たる
出産 6 週間後のマウス乳腺ではほとんど B220-IgA+の形質細胞が存在しないこ
とがわかった（図 2a）。一方で、B220+IgA+の形質芽細胞はどの時期にも全く存
在していなかった（図 2a）。また Flow cytometry 解析により得られた割合から
細胞数を算出したところ、B220-IgA+の形質細胞の細胞数は、組織学的結果と矛
盾なく、出産 2 週間後にピークとなることが明らかとなった（図 2b）。これらの
結果から、乳腺間質部に集積する IgA 産生細胞はすでに最終分化した形質細胞





を含む様々な免疫担当細胞のマーカーとして、抗 CD93 抗体、抗 Ly6C 抗体、
抗 CD11b 抗体、抗 I-Ad（MHC class II）抗体を用いて Flow cytometry 解析を行













 本研究では、これまでの当研究室の実験結果と矛盾なく、乳腺において IgA 産
生細胞を中心とする IgA 産生環境が授乳 2 週目に一過的に形成されることを
Flow cytometry 解析を用いて見出した。加えて LTbR-/-マウスの乳汁中には全く
IgA が確認できなかったことから、マウスの授乳 2 週目の乳汁中には血中由来
の IgA が含まれないことが示された。このことは、常乳よりも初乳中に移行抗
体が大量に含まれ、血液成分が多く含まれるとされるウシやブタなどの家畜動
物の乳汁と大きく異なる点である 14, 34, 35。この違いは、動物種によって胎盤移行
の有無の違いがあることが大きな要因であると考えられる。ウシやブタは胎盤
の組織構造がヒトやマウスとは異なり、母体血液成分由来の成分を胎仔に移行





の IgA 産生細胞による乳汁中 IgA 産生を解析することは重要であると考えられ、
このことは、畜産動物を用いた応用研究を目指す上でマウスを用いた基礎研究
の重要性を示している。 
 また、授乳 2 週目のマウス乳汁中に血中 IgA が含まれないことより、移行抗
体として子の腸内で機能するためには分泌型の二量体 IgA が性質面および機能






PigR を欠損したマウスでもメカニズムは不明であるものの、乳汁中に IgA が分
泌されていることがわかっているが、これらの IgA は SC を持たず子の腸内に
は全く IgA が移行していない状態であることが明らかとなっている 38。このよ
うな結果からも、SC を持つ分泌型 IgA が血中の単量体 IgA より子の腸内へと移
行しやすいことが推察できる。また PigR 欠損マウスを用いた同様の研究では、
機能面として、分泌型 IgA が子の腸内の細菌叢構成の形成に寄与することが報
告されている 38。これに関して、近年では分泌型 IgA は中和抗体として細菌排
除を行うだけでなく、糖鎖や SC などの分泌型 IgA に発現するタンパクと有用
菌が持つタンパクとが相互作用することで、腸内に効率的に有用菌を定着させ
る機能を持つことが報告されている 18, 39。血中の単量体 IgA は、Fc 領域を利用
した炎症抑制作用などがその機能として報告されている 40 ものの、分泌型 IgA
が持つような有用菌定着に関する報告はほとんど無い。子の腸内微生物環境に
おいて有用菌が優占種となる場合とそうでない場合では疾患発症リスクに差が
あるとされており 41、有用菌定着の機能をもつ分泌型 IgA が優先的に乳汁中に
分泌されていることは、子の健全な腸内環境形成に対して効果的であると考え
られる。 




固有層に IgA にクラススイッチした B 細胞が遊走した後でも IEL 依存的な形質



































1. 乳汁中 IgA 産生は脾臓非依存的であり、また血中の IgA はほとんど混在し
ていない。 
 
2. 授乳 2 週目に集積する IgA 産生細胞は、既に最終分化した形質細胞である。 
 


























  IgA は粘膜組織で最も豊富に分泌される免疫グロブリンであり、粘膜局所の
感染防御を行う 15。全身性の IgG 産生とは異なり、IgA 産生は各粘膜組織によっ
て独自の誘導システムを有している。例えば、腸管の場合、腸管内に発達するパ
イエル板（PP）などのリンパ集積に存在する成熟 B 細胞が抗原刺激を受けるこ
とが引き金となり、IgA へとクラススイッチした B 細胞が IgA 産生細胞へと最
終分化し、絨毛内の粘膜固有層に遊走されることで、IgA 産生が開始される 15。
この時、小腸の上皮細胞からは CCL25と呼ばれるケモカインが分泌されており、
CCL25 の受容体である CCR9 を持った IgA 産生細胞だけが、小腸に選択的に遊






 第 2 章において、授乳 2 週目のマウス乳腺組織内には、既に最終分化した IgA
産生形質細胞が大量に集積しており、成熟 B 細胞や形質芽細胞などの分化途中
の B 細胞はほとんど存在しないことを突き止めた。このことはどこかの二次リ
ンパ組織で IgA 産生細胞へと分化した B 細胞が乳腺に遊走してきていることを
示唆する結果であった。さらに、当研究室では出産後の IgA 産生細胞の集積と
同時に、乳腺上皮から分泌されるケモカインである CCL28 の遺伝子発現量も増




的解析により明らかになっている 44 ことから、乳腺への IgA 産生細胞の遊走は
CCL28/CCR10 の相互作用依存的であることが既に明らかになっている。つま
りこれらの結果をまとめると、乳腺に集積する IgA 産生細胞の遊走システムを
解明するためには、CCR10 を持った IgA 産生細胞に分化するような、成熟 B 細
胞が集積する二次リンパ組織の特定が必須であることがわかる。 
 乳腺に集積する IgA 産生細胞の供給源の候補として、鼠経リンパ節（ILN）が
挙げられる。ILN はマウスにおいて第 4 乳腺の中心部に存在し、乳腺の所属リ
ンパ組織として知られる 45。特に家畜動物で多発する乳房炎などの乳腺炎症時に
は、ILN に大量の炎症性細胞が集積し、乳腺に炎症性細胞を送り込んでいるこ





産生細胞数が増大する出産 2 週間後に、大腸の IgA 産生細胞数が逆に減少する
ことを突き止めており、腸管と乳腺の IgA ネットワークの存在を示唆する結果
が得られている。これらのことから、腸管に存在する二次リンパ組織が乳腺に集
積する IgA 産生細胞の供給源である可能性が考えられる。 
 よって本研究では、ILN および、腸管の中でも特に大きなリンパ集積をもつ
小腸の PP について、乳腺に集積する IgA 産生細胞の遊走への寄与を調査する
ことを目的として実験を行った。また、これらリンパ組織内のリンパ球における







BALB/c (BALB/cCrSlc)、ICR (C.B-17/ICR-+/+Jcr)、および SCID マウス（ICR 
with severe combined immunodeficiency (C.B-17/ICR-scid/scidJcl)）は日本 SLC
および日本クレアから購入した。Ccr10egfp/egfp マウスは Dr. Bao Lu より提供され
た。BALB/c マウスの PP を欠損させるために、胎生 14 日目の胎児に 1 mg の
抗 IL7Rα抗体（A7R34）を in utero で投与した。ILN の摘出手術は、全身麻酔
（0.3 mg/kg 塩酸メデトシン、4 mg/kg ミダゾラム、5 mg/kg 酒石酸ブトルフ
ァノール）の下、外科的に行った。SCID マウスへの細胞移入は、5×106 個の ILN
および PP の単離細胞を尾静脈から移入した。 
3-2-2 細胞単離
 小腸、大腸、乳腺、PP、ILN および脾臓より細胞単離を行った。乳腺および
PP は 1-2 mm 程度まで細かく切り、0.5 mg/ml コラゲナーゼ（sigma）、5 U/ml
の DNase（sigma）および 50 µM のβメルカプトエタノール（ナカライ）で攪
拌しながら 60 分間、37℃で処理することで細胞を単離した。その後、100 µm お
よび 40 µm のセルストレイナー（FALCON）によってゴミを除去した。小腸お
よび大腸は、上皮細胞除去を行うために、1 cm 程度に切断し 1 mM の EDTA で
攪拌しながら 25 分間、37℃で処理した。その後、1-2 mm 程度まで細かく切り、




ことで腸管の粘膜固有層より細胞を単離した。その後、100 µm および 40 µm の
セルストレイナー（FALCON）によって残渣を除去した。ILN および脾臓は、




3-2-3 Flow cytometry 解析 
  
 それぞれの組織の単離細胞に対して、10 µg/ml の anti-mouse CD16/32 
（2.4G2）で 15 分、4℃でブロッキングを行った後、次に示す濃度の抗体で 30
分、4℃で染色を行った： PE anti-mouse CCR9 （CW-1.2, 2 µg/ml）、PE anti-
mouse Ly6C （HK1.4, 2 µg/ml）、PE-Cy7 anti-mouse CD93 （AA4.1, 2 µg/ml)、
APC anti-mouse CD3 （ 145-2C11, 2 µg/ml) 、 APC anti-mouse/human 
CD45R/B220 （RA3-6B2, 2 µg/ml)、APC anti-mouse I-Ab （AF6-120.1, 5 
µg/ml)、Alexa 647 anti-mouse I-Ad （39-10-8, 5 µg/ml)、BV421 anti-mouse 
CD45R/B220 （RA3-6B2, 2 µg/ml）、BV510 anti-mouse CD11b （M1/70, 2 
µg/ml)、および BV711 anti-mouse CD45 （30-F11, 2 µg/ml）。また、アイソタ
イプコントロール抗体として、次の濃度の抗体を使用した： PE Mouse IgG2a 
（MOPC-173, 2 µg/ml）、APC Hamster IgG1 （A19-3, 2 µg/ml）、Alexa 647 
Mouse IgG3 （MG3-35, 5 µg/ml)、 APC Rat IgG2a （RTK2758, 2 µg/ml)、
BV421 Rat IgG2a （R35-95, 2 µg/ml)、BV510 Rat IgG2a （R35-38, 2 µg/ml)、
PE-Cy7 Rat IgG2b （RTK4530, 2 µg/ml)、および PE Rat IgG2c （RTK4174, 2 
µg/ml）。この時、10 µl/test の Cell Viability Solution を加えて、死細胞の識別を
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行った。細胞内染色のために、4％パラホルムアルデヒドで 20 分間、室温で反
応させ、単離細胞の固定を行った。その後 0.1％サポニンで 15 分、室温で反応
させた。次に、FITC anti-mouse IgA （C10-3, 5 µg/ml)、もしくは BV421 anti-
mouse IgA （C10-1, 2 µg/ml）を添加し 30 分室温で反応させることで細胞内染
色を行った。この時、アイソタイプコントロールとして、FITC Rat IgG1 （R3-
34, 5 µg/ml）、 もしくは BV421 Rat IgG1 （R3-34, 2 µg/ml）を用いた。Flow 
cytometry 解析は、AttuneTM NxT Acoustic Focusing Cytometer （Thermo Fisher 
Science）および AccuriTM C6 flow cytometer （BD Bioscience）を用いて行っ
た。 
3-2-4 ELISA
第 2 章と同様の方法で行った。 
3-2-5 リアルタイム PCR
 ReliaPrep RNA Tissue Miniprep System（プロメガ）を用いて乳腺より Total 
RNA を抽出し、PrimeScript RT reagent kit（Takara）を用いて逆転写を行い、
cDNA を合成した。Ccl28, Csn1s1 （α-casein）、 Csn2 （β-casein）、Csn3 （κ-
casei）および Gapdh （Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase: GAPDH）
をコードする mRNA 発現量を TB Green Premix Ex Taq II を用いて qPCR によ
り測定した。全てのプライマーは Takara Perfect Real Time サポートシステムに
よ り 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 以 下 の 通 り ： Ccl28 （ F primer: 
AACTGGCTGCTATGGTTTGGGTAA, R primer: 
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CCAGGAGCACCACAGGATGA ） 、 Can1s1 （ F primer: 
TCTTGGCAACCATGAAACTCCT, R primer: 
TCACTGCTGCTATGCTGTTGCT ） 、 Csn2 （ F primer: 
TTCCACAAGATATGTCTGTCCAAG, R primer: 
TGTAGCATGATCCAAAGGTGAA ） 、 Csn3 （ F primer: 





















3-3-1 乳腺に集積する IgA 産生細胞の供給源の特定
まず初めに、ILN と PP 内の B 細胞の IgA 産生細胞分化過程と乳腺 IgA 産生
との関係性を調査するために、出産 1 週間前、出産直後、出産 1 週間後、出産 2
週間後（強制離乳群を含む）、出産 6 週間後および未経産の生殖サイクルを通し
て、第 2 章で確立した Flow cytometry 解析による解析を行った。まず ILN では
ほとんどの B 細胞が IgA クラススイッチしておらず、成熟 B 細胞数は生殖サイ
クルを通して一定だった（図 4）。また PP においては、ILN と異なり、生殖サ









皮から産生され、乳腺の IgA 産生細胞集積に必須のケモカイン CCL28 の発現量
も変動しなかったことから（図 6b）、PP および ILN は乳腺の発達自体には寄与
せず、乳腺側からの IgA 産生細胞遊走シグナルにも影響を与えないことが明ら
かとなった。次に乳腺の IgA 産生を解析したところ、乳腺の近傍組織である ILN




小腸に存在する PP を欠損したマウスでは、乳腺 IgA 産生細胞数および乳汁中
IgA 濃度が有意に低下したことが明らかとなり（図 7）、PP が乳腺の IgA 産生に
対し重要な役割を担っていることが示唆された。この時、小腸や大腸といった、
腸管の IgA 産生に与える影響を調査したところ、どちらのリンパ組織を欠損し
ても IgA 産生細胞数に変化は認められなかった（図 8）。さらに、PP に集積する
免疫細胞が実際に乳腺に遊走しているかどうかを明らかにするために、免疫不
全マウスである SCID マウスへの細胞移入試験を行った。SCID マウスは T 細
胞と B 細胞を持たず、IgA 産生能が無いため、野生型のリンパ球を移入すると、
移入後のリンパ球の挙動を追跡することが出来る。SCID マウスを交配させ、出
産 1 週間後に WT のマウスの PP および ILN 単離細胞を移入した後、その 1 週
間後に乳腺の IgA 産生細胞の有無を確認することで、PP および ILN 由来の IgA
産生細胞が乳腺組織内に遊走することが出来るかどうかを調査した（図 9a）。そ
の結果、ILN 由来の細胞を SCID マウスに移入したとしても、移入を行わなか
った時に比べ、乳腺における IgA 産生細胞数および乳汁中 IgA 濃度は変動しな
かったのに対して、PP 由来の細胞を移入した時だけ、有意に多い乳腺 IgA 産生
細胞の集積を確認し、乳汁内への IgA 分泌も検出された（図 9b）。この時、PP
が存在する粘膜組織である小腸にも PP 細胞移入により十分量の IgA 産生細胞
の集積が確認され、大腸にも少量の IgA 産生細胞の集積が確認された（図 10）。







3-3-2 乳腺への IgA 産生細胞遊走メカニズムの特定 
  
血中や輸出リンパ管を遊走する IgA 産生細胞は、乳腺上皮細胞から分泌され
るケモカイン CCL28 のシグナルを、CCL28 の受容体である CCR10 を介して受
け取ることで、乳腺に選択的に集積することが知られている。実際に Flow 
cytometry 解析を用いて CCR10 欠損マウスの乳腺に IgA 産生細胞が検出されな
いことを確認した（図 11）。しかしながら、PP には小腸上皮細胞から分泌され
る CCL25 の受容体である CCR9 を持った免疫細胞が集積していることが広く
知れている 43, 50。乳腺の IgA 産生細胞の供給源が PP であることを考えると、
CCR9 ではなく CCR10 を持ったパイエル板内の IgA 産生細胞が乳腺に遊走す
ることになるが、パイエル板内の CCR10+細胞に関する報告はほとんど無い。こ
のことから、まず初めにパイエル板内の CCR10 を持つリンパ球の性状解析を
Flow cytometry 解析により行った。本実験では、CCR10 遺伝子領域の片側のア
レルに GFP をノックインした CCR10+/egfp マウスを用いることで、GFP+を
CCR10+として検出した。また、PP に加えてコントロールとして ILN および脾
臓の細胞の解析も行った。まず CCR10+CD3+T 細胞は、PP、ILN および脾臓で
同 程 度 の 割 合 存 在 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 12 ）。 一 方 で 、
CCR10+B220+B 細胞は、他のリンパ組織と比べても PP に多くの割合存在して
おり、PP は乳腺へ IgA 産生細胞を供給できる高いポテンシャルを有した二次リ
ンパ組織であることが明らかとなった（図 12）。さらにパイエル板内リンパ球の
CCR10 および CCR9 の発現様式を調査したところ、T 細胞と B 細胞共に、
CCR10 および CCR9 はシングルポジティブのポピュレーションとして検出され
（図 13）、それぞれ別の発現制御下に置かれていることが明らかとなった。よっ
てパイエル板内の CCR10+B 細胞が IgA 産生細胞に分化し、乳腺内に遊走して
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いると予測されるが、これを確かめるために次に授乳期の SCID マウスに
CCR10 欠損マウスである CCR10egfp/egfp マウスの PP 細胞を移入する実験を行っ
た（図 14a）。野生型マウスの PP 細胞を移入すると先の SCID 移入試験と矛盾
なく、乳腺に IgA 産生細胞の集積および乳汁中に IgA 分泌が認められたのに対
して、CCR10 欠損マウスの PP 細胞を移入しても、乳腺での IgA 産生がほとん
ど検出されなかった（図 14b）。このことから、PP 内で分化した CCR10 を持っ
た B 細胞だけが、乳腺に遊走されていることが証明された。 
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3-4 考察
本研究では、PP 欠損マウスおよび SCID マウスを用いた細胞移入実験により、





てられているが、この MMTV の生活環から PP と乳腺の間に免疫細胞の受け取
りがあると予測されていた 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57。一方で、MMTV に関する報告で IgA
産生細胞についての記載はなく、PP から乳腺への IgA 産生細胞遊走は実証され
てこなかった。また、ブタ流行性下痢ウイルス（PEDV）のワクチンをブタ母体
に経口免疫することで、乳汁中に PEDV 特異的な IgA が産生されることがわか
っており、このことから腸管―乳腺の IgA 産生経路の存在が示唆されている 58,
59, 60, 61, 62。しかしながら、これら PEDV を用いた研究では PP に関する報告は一
切なく、乳腺の IgA 産生細胞遊走経路を解明するには至っていない。このよう
に、これまでの研究では正常状態の個体において直接的に PP から乳腺への IgA
産生細胞遊走を証明した例は無く、本研究は PP が乳腺の IgA 産生細胞である
と直接的に証明した初めての報告となる。 
 本研究では、PP 欠損マウスの乳腺 IgA 産生細胞が減少したことを見出した
が、この時 PP 欠損マウスの乳腺 IgA 産生細胞は完全に消失するわけではなく、
野生型の 3 分の１程度の IgA 産生細胞は乳腺内に存在していた。このことから、
乳腺の IgA 産生細胞の供給源は PP 以外にも存在することが考えられる。乳腺
への IgA 産生細胞遊走が CCL28/CCR10 の相互作用依存的であることを考える
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と、CCR10 を持つ B 細胞が集積する二次リンパ組織がその候補として考えられ
る。CCL28/CCR10 依存的な IgA 産生細胞遊走を行う粘膜組織は乳腺以外にも
知られており、鼻咽頭や大腸がそれにあたる 63。つまり鼻咽頭関連リンパ組織
（NALT）や大腸の所属する盲腸パッチや結腸パッチなどが CCR10 をもつ B 細





 PP は正常な乳腺の IgA 産生に必要不可欠であることがわかった一方で、PP
を欠損したとしても腸管における IgA 産生細胞数は変らなかった。この腸管と
乳腺における PP の影響の違いを考察する上で、二次リンパ組織における B 細
胞の IgA 産生分化には、T 細胞依存的な経路と T 細胞非依存的経路があること
を考慮することが重要である。T 細胞依存的に分化した IgA 産生細胞が分泌す
る IgA は抗原に対して強力な特異性を持つ一方で、T 細胞に非依存的な経路で
分化した IgA 産生細胞は、特異性の弱い IgA を分泌し、より幅広い種類の抗原
を認識することが出来る 66。これまでに、PP は腸管の T 細胞依存的な IgA 産生
細胞供給システムにおいて主要な役割を担っていることが証明されてきた 67, 68, 
69。我々は今回 PP が乳腺の IgA 産生細胞の供給源であることを証明したことか
ら、同時に乳腺の IgA 産生細胞供給システムは T 細胞依存的なものであると考
えらえる。実際に TCRβ/TCRγダブルノックアウトマウスの乳腺にはほとん
ど IgA 産生細胞が存在していないことが報告されており 70、この考えに矛盾し
ない。一方で腸管には、PP の他にも、腸間膜リンパ節（MLN）や孤立リンパ小
節（ILF）が所属リンパ組織として知られており、特に T 細胞依存的な IgA 産生
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は PP と MLN が協調的に関与していることがわかっている 71, 72。また、ILF で
の B 細胞分化は T 細胞非依存的なものであることが知られている 73。これらの
ことから、乳腺とは異なり腸管においては、PP を欠損したとしても、T 細胞依
存的な MLN と T 細胞非依存的な ILF 経路から IgA 産生細胞が小腸に送り込ま
れているため、IgA 産生細胞数には影響がでないと考えられる。 
 これまでに、乳腺への遊走には CCL28 と CCR10 の相互作用が必要であるこ
とが知られていた。本研究では、パイエル板から乳腺への遊走にも、SCID マウ
スを用いた移入試験から、この CCL28－CCR10 依存的な遊走が適用されるこ





重要となる。例えば CCR9 はビタミン A の代謝物質であるレチノイン酸が発現
制御に関わるとされておりこれまでに広く研究が進められている 74, 75, 76, 77。一方
で CCR10 はビタミン D がその発現制御に関わるという報告はある 78 ものの、
生体内においてその発現機構の詳細な特徴はほとんど明らかになっていない。



































 本章では、乳腺への IgA 産生細胞供給システムについて、その供給源の特定
と、遊走メカニズムを明らかにすべく実験を行い、以下の結果を得た。 
１． 乳腺の IgA 産生細胞の供給源は小腸に所属する PP である。 
２． PP には、他のリンパ組織よりも多くの CCR10+B 細胞が集積しており、
CCR9 と CCR10 の発現はそれぞれ異なる制御下に置かれている。 
３． PP の CCR10+B 細胞のみが IgA 産生細胞として CCL28 のシグナル依存
的に乳腺に遊走することが出来る。 
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めには、まず抗原が PP 内に取り込まれる必要がある。PP には上皮細胞の間に
M 細胞と呼ばれる特殊な細胞が散在しており、選択的に抗原を PP 内に取り込
んでいる 81。PP 内に取り込まれた抗原は、PP 内の樹状細胞やマクロファージ、
成熟 B 細胞などの抗原提示細胞により認識される 68, 82, 83, 84。特に抗原情報を受
け取った樹状細胞やマクロファージは MHC class II 上に抗原情報を提示し、こ
れを介して T 細胞に抗原情報を伝達する 85, 86。さらに抗原情報を持った成熟 B
細胞も同じく MHC class II に抗原情報を提示することで、同じ抗原情報を持っ
た T 細胞と相互作用し、T 細胞が分泌するサイトカインなどのシグナルにより
活性化を受けた成熟 B 細胞が IgA 産生細胞へと分化する 15。PP 内ではこのよう
な T 細胞依存的な IgA 産生細胞分化が主であり、成熟 B 細胞は抗原と特異性の
高い IgA を分泌する IgA 産生細胞に分化することが知られている 67, 68, 69。PP か
ら乳腺に IgA 産生細胞が遊走されることから、腸内に存在する抗原は乳腺の IgA
産生の誘導に関わっていると考えられる。腸内には常時約 1000 種の細菌が生息
しており、常在細菌として腸内の免疫系と深く関わることが知られている 87 が、
これらは PP 内に取り込まれる抗原としても機能している 88 ことから、腸内細
菌叢は PP を介した乳腺 IgA 産生に対して重要な役割を有すると考えられる。
実際に、無菌マウスの乳腺の IgA 産生細胞数は減少することが報告されており、
生体内の細菌が乳腺の IgA 産生には重要ということがわかっている 70。しかし




 また、PP 内において抗原刺激を受けて分化した IgA 産生細胞は、その抗原を
特異的に認識する IgA を分泌する。さらに第３章の考察でも記載した通り、PP
内における T 細胞依存的な活性化を受けた IgA 産生細胞は、特異性の高い高親
和性の IgA を分泌することができるため、乳汁中に分泌される IgA は腸内細菌
に対する特異性が非常に高いと考えられる。また、特異性の高い菌種に近縁の菌
種にも高親和性の IgA が反応できることがわかっており、IgA の特異性に着目
した研究は従来よりも発展性のある課題となっている 18, 66, 89。近年では IgAseq
法の開発により、IgA と特異性のある細菌の機能や特徴などに関する解析が飛躍
的に進捗した。IgAseq 法は、IgA に結合する細菌と IgA に結合しない細菌を分
離し、そこからゲノム DNA を抽出しメタゲノム解析に供することで、IgA と特
異性のある細菌を網羅的に特定する技術である 90。本技術は IgA と細菌との関
係性を調査する技術として広く用いられ、例えば IgA が結合する細菌種が、逆
に IgA 産生を誘起するということを示唆する結果が得られている 91, 92。このこ






出来ることが報告されている 17, 18。これらのことから乳汁中 IgA と特異性を持
つ細菌種を特定することは、乳腺 IgA 産生メカニズムを明らかにすることに加
えて、乳汁中 IgA の機能を推測することができる。しかしながら、乳汁中 IgA 抗
体が認識できる腸内細菌種に関してこれまでほとんど報告されてこなかった。 
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 腸内細菌を網羅的に解析する方法として、糞中ゲノム DNA の 16s rRNA を次
世代によって網羅的に読み込む、16s rRNA メタゲノム解析が広く用いられてい
る 93。16s 領域は細菌のゲノム DNA 上に必ず一つ存在するが、菌種によって配
列が異なることから、16s 配列を網羅的に読み込むことで、その中に含まれる菌
種を特定することができる 93。また、細菌ゲノム DNA 上には必ず tuf 遺伝子と
いう共通の領域が一つだけ含まれており、これを指標として腸内細菌の数を測
定することが出来る 94。本研究では、様々な表現型を持つマウスを用意し、これ
らの糞中 DNA を抽出することで、16s rRNA メタゲノム解析や tuf 遺伝子を指
標とした qPCR を駆使することで腸内細菌叢の解析を行い、細菌種レベルで腸
内細菌叢と乳腺 IgA 産生との関係性を調査した。さらに腸内細菌がどのように









BALB/c (BALB/cCrSlc)、ICR (C.B-17/ICR-+/+Jcr)、SCID マウス（ICR with 
severe combined immunodeficiency (C.B-17/ICR-scid/scidJcl) ）、 B6N.Cg-
Tg(Vil-cre)997Gum/J、および無菌 (GF) BALB/c マウスは日本 SLC および日
本クレアから購入した。BALB/c マウスの PP を欠損させるために、胎生 14 日
目の胎児に 1 mg の抗 IL7Rα抗体（A7R34）を in utero で投与した。BALB/c




出産 8 日目から 14 日目まで毎日 1 回、糞便懸濁液もしくは菌株を経口投与し
た。FMT 試験に関しては、授乳期の BALB/c、ICR、または SCID マウスより
3-4 粒の糞便を採取し、500 µl の PBS で懸濁したものを経口投与した。また CMI
では、およそ 1010 cfu の P. goldsteinii、B. acidifaciens、または P. buccalis を 500 
µl の PBS で懸濁し経口投与した。また骨髄移植（BMT）試験に際して、ICR マ







 P. goldsteinii（JCM13446）、B. acidifaciens（JCM10556）、および P. buccalis
（JCM12446）は RIKEN バイオリソースセンターから入手した。これらの菌株
はアネロパック（三菱ガス）による嫌気条件下で、GAM 培地（ニッスイ）によ
って培養した。CBI に用いた菌株の cfu カウントは GAM 寒天培地上で行った。 
4-2-3 細胞単離




4-2-4 Flow cytometry 解析
 それぞれの組織の単離細胞に対して、10 µg/ml の anti-mouse CD16/32 
（2.4G2）で 15 分、4℃でブロッキングを行った後、次に示す濃度の抗体で 30
分、4℃で染色を行った： PE anti-mouse Ly6C （HK1.4, 2 µg/ml）、PE-Cy7 
anti-mouse CD93 （AA4.1, 2 µg/ml)、APC anti-mouse CD3 （145-2C11, 2 
µg/ml)、APC anti-mouse/human CD45R/B220 （RA3-6B2, 2 µg/ml)、 Alexa 
647 anti-mouse I-Ad （39-10-8, 5 µg/ml)、BV421 anti-mouse CD45R/B220 
（RA3-6B2, 2 µg/ml）、BV510 anti-mouse CD11b （M1/70, 2 µg/ml)、および
BV711 anti-mouse CD45 （30-F11, 2 µg/ml）。また、アイソタイプコントロー
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ル抗体として、次の濃度の抗体を使用した： APC Hamster IgG1 （A19-3, 2 
µg/ml）、Alexa 647 Mouse IgG3 （MG3-35, 5 µg/ml)、APC Rat IgG2a （RTK2758, 
2 µg/ml)、2 μg/ml BV421 Rat IgG2a （R35-95, 2 µg/ml)、BV510 Rat IgG2a 
（R35-38, 2 µg/ml)、PE-Cy7 Rat IgG2b （RTK4530, 2 µg/ml)、および PE Rat 
IgG2c （RTK4174, 2 µg/ml）。この時、10 µl/test の Cell Viability Solution を加
えて、死細胞の識別を行った。細胞内染色のために、4％パラホルムアルデヒド
で 20 分間、室温で反応させ、単離細胞の固定を行った。その後 0.1％サポニン
で 15 分、室温で反応させた。次に、FITC anti-mouse IgA （C10-3, 5 µg/ml)、
もしくは PE anti-mouse Ki67 （16A8, 2 µg/ml）を添加し 30 分室温で反応させ
ることで細胞内染色を行った。この時、アイソタイプコントロールとして、FITC 
Rat IgG1 （R3-34, 5 µg/ml）、 もしくは PE Rat IgG2a（PTK2758, 2 µg/ml）を
用いた。Flow cytometry 解析は、AttuneTM NxT Acoustic Focusing Cytometer 





 糞中および子の胃内容物中の IgA 濃度測定法は 3-2-4 に記載した。糞中微生
物および、特定の菌株（Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciens、
および Prevotella buccalis）と乳汁中 IgA との反応性を ELISA によって解析し
た。まず、100 µg/ml の糞便懸濁液（糞便懸濁液を 100µm のセルストレイナー
に通したもの）または 100 µg/ml 菌液を 96-well の ELISA プレート上に固相し
た。1％BSA（糞便懸濁液との反応性解析試験の場合は 1 µg/ml anti-mouse IgA
を添加）を 1 時間、室温で反応させブロッキングを行った。その後 64 倍に希釈
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または原液の乳汁上清（1 mg 子の胃内容物に対し 10 µl PBS で希釈したものを
遠心し得た）を添加し、2 時間室温で反応させた。次に、100 ng/ml HRP 標識
anti-mouse IgA（Bethyl）を添加し、基質として TMB Peroxidase Substrate system
（SeraCare Life Sciences）を用いることでシグナルの検出を行った。糞便微生物




 乳汁中 IgA に特異性を持つ糞中微生物を特定するために、これまでに報告さ
れている IgAseq 法を参考に 90、一部改変を加えて行った。糞便 1 mg あたり 10 
µl の PBS に懸濁し、40 µm のセルストレイナーを使用して破片を除去すること
により、腸内微生物を含む糞便懸濁液を調製した。 500 µg/ ml の抗マウス IgA、
20％正常ラット血清、および 1％BSA で 4℃で 30 分間ブロッキングした後、
ELISA 分析と同様の方法で調整した糞便懸濁液と乳汁サンプル 1：1 の比率で混
合し、4℃で 30 分間反応させた。 洗浄後、懸濁液を PE anti-mouse IgA（mA-
6E1, 2 µg/ ml）および 500nM の SYTO9（Sigma）を用いて 4℃で 30 分間処理
した後、30 µl/テストの抗 PE MicroBeadsUltraPure を 30 分間 4℃で反応させ
た。 IgA でコーティングされた微生物を磁気セルソーターAutoMACS（Miltenyi 





糞中のゲノム DNA は QIAamp DNA Stool Mini Kit（Qiagen）により抽出を行
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った。16s リボソーム RNA の V3-V4 領域を、PrimeSTAR HS DNA polymerase
（Takara）を用いて PCR により増幅した。なお、PCR の際に使用したプライマ












さ ら に 、 プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー を 取 り 除 く 為 に 、 Agencourt AMPure 
XP(BECKMAN COULTER)を用いて 1stPCR 産物の精製を行った。精製後、精
製した 1stPCR 産物内の 16S rRNA 遺伝子配列にサンプルを識別するタグ配列
を添付する為に、Prime STAR® GXL DNA polymerase(Takara)を用いて 2nd 
PCR を行った。その後、MultiNA(SHIMADZU)を用いて、2nd PCR 産物(以下、
ライブラリ)の増幅を確認した。さらに、PCR 反応物は塩濃度が高いため、






プログラムは、98℃で 10 秒、60℃で 15 秒、68℃で 45 秒の 35 サイクル行い、
1 サイクルごとに蛍光を測定し、melting curve から発現量を検出した。濃度を
算出したライブラリは、Elusion Buffer(QIAGEN)を用いて 2 nM に希釈後、0.2 
N NaOH で 1 nM に希釈した。さらに、Hyb Buffer(Ilumina)により 20pM にま
で希釈した。最後に、20pM PhiX と Hyb Buffer を用いて 12pM へ調整し、これ
を最終濃度にして Miseq の次世代シーケンス解析を実行した。 
 
4-2-8 リアルタイム PCR 
 
 bacteria (tuf gene) Quantitative PCR kit（Takara）を用いて、糞便および IgA






ラフィンに包埋した。組織切片（5 µm）を TNB ブロッキングバッファー（Perkin 
Elmer）を用いて 30 分間、室温でブロッキングし、PE anti-mouse CD45R/B220
（RA3-6B2）およびマウス CD3 と交差反応する purified anti-human CD3（SP2）
を一晩、4℃で反応させた。洗浄後、組織切片を HRP 抗ウサギ IgG で 1 時間、
室温でインキュベートし、TSA Plus フルオレセインシステムを 10 分間室温で































4-3-1 乳腺 IgA 産生を促す腸内細菌の特定
 まず初めに、腸内抗原と、乳腺における IgA 産生との関係性を確かめるため
に、PP への腸内抗原取り込みに必須の M 細胞に着目した。本実験では M 細胞
分化に必須の転写因子である SpiB95, 96 を上皮特異的に欠損させたコンディショ
ナル KO マウスを使用し、M 細胞欠損時の乳腺 IgA 産生を調査した。コンディ
ショナル KO マウスは、loxp 配列を切断する酵素である Cre を特定の細胞だけ
に発現するように遺伝子組み換えを行い、欠失させたい遺伝子を loxP で挟むこ
とで、狙った細胞だけがその遺伝子を欠失する技術である。本実験では、Cre が
上皮細胞に発現する Villin-Cre マウスと、Spib の遺伝子領域を loxp 配列で挟ん
だ Spibflox/flox を交配させることで、上皮特異的に Spib 領域を欠失させた Spib⊿IEC
マウスを入手した（図 15，16a）。Spib⊿IEC マウスの PP 内の IgA+形質芽細胞や
増殖 B 細胞など、抗原刺激を受け活性化した B 細胞は、野生型のマウスより少
ない傾向にあった（図 15）。Spib⊿IEC マウスを出産させ授乳 2 週目に乳腺の IgA
産生を解析したところ、IgA 産生細胞数および乳汁中 IgA 濃度は野生型と比べ
て有意に低下することが明らかとなった（図 16b）。また、Spib⊿IEC マウスの小
腸と大腸の IgA 産生細胞数も低下していた（図 17）。これらのことから、M 細
胞によって取り込まれた腸管関連リンパ組織内の腸内抗原は腸管全体の IgA 産
生に重要であると同時に、乳腺の IgA 産生にも影響を及ぼすことが示唆された。 
 次に腸内抗原の中でも、特に腸内細菌が乳腺の IgA 産生に与える影響を調査
するために、無菌マウス（GF）の乳汁 IgA 濃度を調査したところ、SCID と SPF
環境のマウスよりも有意に IgA 濃度が低く、IgA 産生能を待たない SCID マウ
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れら 3 種の抗菌剤を混合させたもの（Mix）を交配開始時から授乳 2 週間目まで
自由飲水させた（図 19a）。最初に糞便 DNA 中の tuf 遺伝子の発現量を測定し
た。その結果、抗菌剤を投与したとしても一定以上の発現量が確認され（図 19b）、
抗菌剤は糞中から全ての細菌を消失させるわけではないことが明らかになった。
さらに細菌叢の違いを確認するために 16s rRNA メタゲノム解析を行った。主成
分解析を行った結果、DW を投与したコントロール区と比べて、投与した抗菌
剤ごとに違った細菌叢の変動が確認され、また特に Amp、Neo 投与に比べ Van




便に存在していることが確認された（図 21）。特に Parabacteroides goldsteinii、
Bacteroides acidifaciens および Prevotella buccalis は DW や Amp、Neo 投与時
には優占種であるが Van および Mix 投与時には全く存在していなかった（図
22）。逆に Escherichia albertii は Van および Mix 投与時にだけ優占種となって
いた（図 22）。この時、乳腺の IgA 産生を解析すると、乳腺の IgA 産生細胞数お
よび乳汁中 IgA 濃度は Amp や Neo 投与では DW 投与に比べて変動しなかった
のに対して、Van および Mix 投与によって有意に低下することが明らかとなっ




これらの結果から Van 感受性の高い Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides 





叢攪乱後に、同じ授乳ステージの健常マウスの糞便を出産 1 週目から 2 週目ま
で連続経口投与した（図 25a）。この時の糞便 DNA 中の tuf 遺伝子の発現量は、
FMT でより多かったが、FMT なしでも一定数の細菌は存在していることがわ
かった（図 25b）。主成分解析を行ったところ、FMT により腸内細菌叢の変動が
認められた（図 25c）。多様性は、FMT により減少することがわかった（図 26）。
細菌種レベルで解析を行うと、FMT により全く異なる細菌種が定着しているこ
とが確認され（図 27）、Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciens お
よび Prevotella buccalis は FMT により定着が回復することが明らかとなった
（図 28）。この時、乳腺の IgA 産生を解析すると、IgA 産生細胞数および乳汁中
IgA 濃度が FMT により有意に回復することが明らかとなった（図 29）。また小
腸、大腸についても、IgA 産生細胞数に変動があり、FMT により有意に高い値
を示した（図 30）。これらのことから、腸管微生物環境を始めとした腸管環境は、
乳腺の IgA 産生に重要であることが証明され Parabacteroides goldsteinii、







4-3-2 乳腺 IgA 産生を促す腸内環境形成機序の解明 
 乳腺 IgA 産生と腸内細菌叢との関係性をさらに詳細に調査するために、乳汁
中 IgA と腸内細菌との特異性に着目して実験を行った。まず初めに、糞便中の
細菌と乳汁中の IgA との反応性を確かめるために、これらを ELISA プレート上
で反応させる実験を行った。方法としては、糞便を ELISA プレート上に固相し
た後、乳汁を添加し、糞中に含まれる微生物と乳汁中に含まれる IgA とを反応




IgA との反応性が高かった（図 31b）。このことから、乳汁中 IgA の主要な抗原
は腸内の微生物であり、また逆に腸内細菌が乳腺 IgA 産生を誘導していること
が示唆された。さらに驚くべきことに、リンパ球を欠く一方で、腸内細菌叢は発
達している SCID マウスの糞便を固相した時、乳汁中 IgA は SCID マウスの糞
中微生物に全く反応しなかった(図 31b)。このことから、乳汁中 IgA と反応する
ような細菌種であり乳腺 IgA 産生を誘導するような細菌種の糞中への定着には、




すると、BMT により WT と同様のリンパ集積が確認された（図 32b）。さらに
抗 CD3 抗体と抗体 B220 抗体を用いて T 細胞と B 細胞を免疫組織化学染色に
より染色した結果、WT と似たようなパイエル板様の組織構造が小腸に形成さ







せず、野生型および SCID に BMT したマウスに存在している菌種が検出され
た （ 図 35 ）。 Van 感 受 性 の あ る 優 占 種 の 腸 内 菌 種 に 着 目 し て み る と 、
Parabacteroides goldsteinii は SCID マウスにも十分な割合存在していたのに対
して、Bacteroides acidifaciens および Prevotella buccalis は SCID マウスに存在
せず、BMT による免疫回復により優占的な定着が確認された（図 36）。さらに、
糞中の微生物と乳汁 IgA との反応性を ELISA プレート上で検出した結果、SCID
マウスの糞便は乳汁 IgA に反応しない一方で BMT を行った SCID マウスの糞
便は、野生型の糞便と同程度に乳汁中 IgA が反応した（図 37）。これらの結果か
ら 、 Parabacteroides goldsteinii は 乳 汁 中 IgA と は 反 応 せ ず 、 Bacteroides 
acidifaciens や Prevotella buccalis などの菌が乳汁中 IgA と反応性が高いと予測
され、これらの菌が糞便中に定着するためにはリンパ球が必須であることが示
唆された。また、リンパ球非存在下では乳汁 IgA と反応しないことから SCID マ
ウスの糞中微生物は乳腺の IgA 産生を誘導できない可能性が高いと考えられる。
よって次に、SCID マウスの腸内微生物環境が乳腺の IgA 産生を誘導できるかど
うかを確かめるために、SCID マウスの糞便を用いて、FMT 試験を行った。本
実験では、交配時から出産 1 週間後まで抗菌剤を自由飲水させ細菌叢を破綻さ
せた後に、同じ授乳ステージの WT および SCID マウスの糞便懸濁液を 1 週間





て、有意に低かった（図 39）。また SCID マウスに存在する Parabacteroides 
goldsteinii はどちらのマウスの FMT でも変化はなかったが、SCID マウスに存
在しない Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis の糞中割合は SCID マウ
スの糞便移植時の方が少ない傾向にあった（図 40, 41）。乳腺における IgA 産生
を解析した結果、FMT を行ったとしても、SCID マウスの糞便を用いた場合、
IgA 産生細胞数および乳汁中 IgA は回復せず、野生型の糞便移植時より有意に
低い値を示した（図 42）。また小腸についても、IgA 産生細胞数は SCID マウス
糞便移植に有意に低下した（図 43）。これらの結果から、SCID マウスの糞中微
生物環境は、乳腺 IgA 産生を誘導できないことが明らかとなり、リンパ球依存
的に糞中に定着する Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis が、優先的に
乳腺の IgA 産生を誘導している可能性が示唆された。 
 
4-3-3 PP を起点とした、腸内細菌特異的な乳汁 IgA の誘導経路の証明 
 乳汁中 IgA に特異性を持つ細菌を直接的に特定するために、乳汁中 IgA を用
いた IgAseq 法を行った。方法としては、授乳 2 週目のマウスより糞便と乳汁を
採取し、これらを直接反応させることで、その中に含まれる糞中微生物と乳汁中
IgA を結合させた後、IgA+菌と IgA-菌を MACS により分離した。まずネガティ
ブコントロールとして SCID マウスの乳汁を用いることで、乳汁中 IgA と糞便
との結合を Flow cytometry により解析したところ、WT の乳汁と糞便を反応さ




の画分と IgA-の画分に分かれたことを Flow cytometry で確認した（図 44b）。こ
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れらの画分から DNA を抽出し、tuf 遺伝子の発現量が IgA+と IgA-の画分で同程





Parabacteroides goldsteinii や Escherichia albertii は IgA+と IgA-の画分で差がな
く、Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis は IgA+の画分に優先的に存在
していた（図 48）。この結果は、抗菌剤や SCID マウスを用いた研究から予測さ
れた通り、Parabacteroides goldsteinii や Escherichia albertii は乳汁 IgA との特
異性が弱く、Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis は乳汁 IgA との特異
性が強いということを示唆したものであった。さらに PP が乳腺の IgA 産生細
胞の供給源であることを考慮すると、乳汁中の IgA と特異性を持つ Bacteroides 
acidifaciens や Prevotella buccalis は腸管の PP に抗原として取り込まれること
で、乳腺の IgA 産生を誘導する菌であると予測できる。このことより最後に、
Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis が乳腺の IgA 産生を PP 依存的な
経路で誘導することを証明するために、これらの菌株を PP 正常マウスと PP 欠
損マウスに投与する試験を行った。方法としては、抗菌剤で腸内細菌叢攪乱後の
PP 正常マウスおよび PP 欠損マウスに Bacteroides acidifaciens と Prevotella 
buccalis を 1 週間経口投与した（図 49a）。さらにネガティブコントロールとし
て、野生型の糞便に優占種として存在しているものの、乳汁中 IgA との特異性







マウスと PP 欠損マウスの間には細菌叢の違いが認められず、PP は細菌定着に
寄与しないことが明らかとなった（図 49c）。また多様性に関しても全ての群間
で 顕 著 な 差 は ほ と ん ど な か っ た （ 図 50 ）。 菌 種 レ ベ ル で の 解 析 で は 、
Parabacteroides goldsteinii 投与では Parabacteroides goldsteinii が優先的に定着
し、PP の有無にかかわらず Bacteroides acidifaciens 投与では Bacteroides 
acidifaciens が優先的に定着していた一方で、Prevotella buccalis は経口投与した
としても全く糞中に定着しなかった（図 51、52）。この時の乳腺 IgA 産生を解析
してみると、まず PP 正常マウスでは、当初の予測通り Parabacteroides 
goldsteinii 投与時に乳腺の IgA 産生細胞数および乳汁中 IgA 濃度が投与なしの
マウスに比べて変化しなかったのに対し、Bacteroides acidifaciens と Prevotella 
buccalis を投与した時、乳腺の IgA 産生が有意に増加した（図 50）。さらに重要
なことに、PP 欠損マウスに Bacteroides acidifaciens と Prevotella buccalis を投
与したとしても、乳腺の IgA 産生細胞と乳汁中 IgA 濃度は増加しなかった（図
53）。この時腸管では、乳線とは異なり、ほとんど IgA 産生細胞数に変化はなか




株を固相した ELISA プレートに添加することで、乳汁中 IgA と菌株との反応性
を解析する実験を行った。その結果、Parabacteroides goldsteinii を固相した時
にはどのマウスの乳汁も反応しなかったのに対し、Bacteroides acidifaciens を投
与した PP 正常マウスの乳汁中 IgA は Bacteroides acidifaciens だけに特異的に
56
反応し、Prevotella buccalis を投与した PP 正常マウスの乳汁中 IgA は Prevotella 
buccalis だけに特異的に反応した（図 55）。一方で、PP 欠損マウスに Bacteroides 
acidifaciens や Prevotella buccalis を投与しても、得られた乳汁は、投与したそ
れぞれの菌株に対して反応性をほとんど示さなかった（図 56）。このことから
Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis はパイエル板内に入ることで抗原
として B 細胞の活性化を行い、IgA 産生細胞に分化したものが乳腺に遊走され






こ と で 、 Bacteroides 目 に 属 し 、 近 縁 の 細 菌 と し て 知 ら れ る Bacteroides 




は不明であるものの PP や大腸リンパ組織内において成熟 B 細胞から IgA 産生
細胞への分化を促進することにより小腸や大腸における IgA 産生を誘導するこ
とが出来る 98。Prevotella buccalis の腸内での機能は不明であるが、所属する
Prevotella 属も鼻や、膣、腸管など粘膜に広く観察される常在菌であり、腸内に
多糖類の発酵を行いグルコース代謝などに関与するとされ、また Th17 経路を
介した炎症反応に深く関与することが分かっている 99, 100。今回、乳汁 IgA を用













は Bacteroides acidifaciens だけが単独経口投与により積極的に定着していた。
Bacteroides acidifaciens はムチン分解菌であることがわかっている 102 ことから、
腸内に単独で存在しても元々腸内に豊富に存在するムチンを消費することで、
自力で生存することができると推察できる。一方で Prevotella buccalis は、他の
菌種との共存もしくはそれによって産生される特定の栄養分が、定着すること
に必要であると考えられる。定着の性質には差がある一方で 2 菌株の IgA 誘導
能に着眼した時、どちらの菌も経口投与により特異的な乳汁 IgA を誘導できて
いることから、PP 内に取り込まれることで B 細胞の活性化を促し、これを介し
て乳腺の IgA 産生を促進していると考えられる。また、当研究室や他のグルー
プによる以前までの研究では Bacteroides 属や Prevotella 属のような菌は PP 内
でほとんど検出されていない 103（新實博論、2020 年）。このことから、これら 2
菌種は PP 内に取り込まれた後、抗原提示細胞などに貪食、分解され、免疫反応
に素早く利用されていることが考えられる。実際、Bacteroides acidifaciens に関
していえば、MHC class II 反応の加速を介して抗原提示細胞の IL6 や IL10 産生
を増強させることも分かっており 104、このような抗原提示細胞のシグナルなど
も併用することで、特異的 IgA を分泌する B 細胞分化を PP 内で効率的に行い
授乳期という短期間の IgA 産生細胞供給に対応していると推察できる。 
 今回、PP 欠損マウスで Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis に特異
的な乳汁中 IgA 抗体を得られなかったことから、PP を経由した T 細胞依存的
な IgA 誘導により、Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis に高親和性の
IgA 抗体が乳汁中に分泌されていることが示唆された。しかしながら、高親和性
の IgA の特異性については、注意して議論する必要がある。従来、T 細胞非依
存的な経路から産生される IgA が特異性の低いポリリアクティブな反応を示し、
59




範囲の抗原に対応できることが唱えられている 18, 66, 89。これを考慮すると、




Bacteroides 属また Prevotella 属の中で優占種である Bacteroides acidifacien と
Prevotella buccalis を利用することは、大量の Bacteroides 属また Prevotella 属
への IgA 抗体を乳腺に送り込めることが出来るため非常に効率が良いと考えら
れる。 
 我々は SCID マウスの腸内に Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis が
定着しないことを見出したことから、これらの菌の定着には宿主の免疫環境が
必要不可欠であることを明らかにした。Bacteroides acidifaciens や Prevotella 
buccalis が免疫賦活化作用を持つことを考えると、これら 2 菌種と宿主免疫系に
は、それぞれが影響し合うクロストークが存在していると考えられる。これまで
にもリンパ球を中心とした腸内の獲得免疫系と腸内細菌叢のクロストークの存
在は確認されており、近年その重要性が急速に着目されてきている 17, 105, 106, 107。
さ ら に こ の 宿 主 の 腸 内 免 疫 系 が 促 す 腸 内 細 菌 叢 の 定 着 は 、 Bacteroides 
acidifaciens や Prevotella buccalis に特異的な乳汁 IgA 抗体の役割を考えるうえ




ることが知られており 108, 109, 110、これら 2 菌株は子の腸内微生物環境にも受け継
がれる菌であることが予測できる。しかしながらマウスの子の腸内で免疫系が
発達し始めるのは、出生 4 週間後であり 111、これらの菌が定着するための免疫
系が新生児の腸内ではまだ発達していない。そこで、これらの菌に特異性を持つ
IgA 抗体を母体から新生児の腸内に移行させることで、これら 2 菌種が新生児
腸内に定着するのを促していると考えられる。近年では腸内の IgA 抗体が、特
異的に結合する菌種の定着を促すことがわかってきており、例えば、ヒトの腸内




い。以上の考察をまとめると、母乳中 IgA 抗体は新生児腸内で Bacteroides 
















 本章では乳腺 IgA 産生を誘導するような、腸内微生物環境の特定を目的とし
て実験を行い、以下の結果を得た。 
 
１． 乳腺の IgA 産生には、M 細胞を介して PP 内に取り込まれた腸内微生物
による刺激が必要である。 
 
２． 腸内細菌の中でも、バンコマイシン感受性を持つ Bacteroides acidifaciens
と Prevotella buccalis の 2 種類の細菌が乳腺 IgA 産生には重要である。 
 
３． Bacteroides acidifaciens と Prevotella buccalis の 2 種類の細菌が腸内に定
着するためには、生体内にリンパ球が存在することが必須である。 
 
４． Bacteroides acidifaciens と Prevotella buccalis の 2 種類の細菌は、PP 内































本研究では、第 2 章において乳腺 IgA 産生細胞の性状解析技術の確立、第 3
章において乳腺 IgA 産生細胞の供給システムの特定、第 4 章において乳腺 IgA
産生細胞の供給を制御する微生物刺激機構の解明を大きな目的として、実験を
行ってきた。 
第 2 章では、乳汁中の IgA 産生が脾臓非依存的であり、脾臓以外の二次リン
パ組織より IgA 産生細胞が乳腺に遊走している可能性が示された。さらに、乳




 第 3 章では、乳腺の近傍組織である ILN と、小腸の所属リンパ組織である PP
に着目し、それぞれのリンパ組織の欠損マウスを用いた実験および、SCID マウ
スを用いた ILN と PP の細胞移入試験により、乳腺の近傍組織の ILN ではなく、
乳腺の遠隔組織に当たる PP から乳腺に IgA 産生細胞が遊走していることが明
らかとなった。さらに、PP には ILN より多くの CCR10+B 細胞が集積している
ことがわかり、CCL28/CCR10 の相互作用依存的に PP から積極的に乳腺に向
けて IgA 産生細胞が供給されていることが明らかとなった。 
 第 4 章では、まず初めに M 細胞欠損マウスを用いた実験から、M 細胞により
PP 内に取り込まれた腸内抗原が乳腺の IgA 産生誘導を行うことが明らかとなっ
た。このことからさらに腸内抗原の中でも腸内細菌叢に着目し、その影響を確か
めるために抗菌剤を用いて実験を行った。その結果、Van 投与時に乳腺の IgA 産
生 が 減少 す るこ とから 、 Van 感受 性 の高 い Parabacteroides goldsteinii 、
Bacteroides acidifaciens および Prevotella buccalis が、乳腺の IgA 産生を誘導す
る菌種として選抜された。しかしながら、Parabacteroides goldsteinii は乳汁中
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の IgA と特異性を持たないことが明らかとなり、これにより乳腺 IgA 産生を誘
導できない可能性が高いことが示された。一方で Bacteroides acidifaciens およ
び Prevotella buccalis は乳汁中 IgA と高い反応性を示したことから、これら 2 菌
株が最終的に乳腺 IgA 産生を誘導する菌種として選抜された。また SCID マウ
スにこれらの菌が定着しておらず、Bacteroides acidifaciens および Prevotella 
buccalis は生体内のリンパ球依存的に腸内に定着することも示された。最後に
PP 正常マウスおよび PP 欠損マウスへの菌株投与試験により、Bacteroides 
acidifaciens および Prevotella buccalis が PP を介して、乳腺の IgA 産生を誘導
していることが証明された。 
 これらの結果をまとめると、リンパ球により腸内への定着が促進される
Bacteroides acidifaciens と Prevotella buccalis の 2 種の腸内細菌は PP の免疫系
を直接的に刺激し、IgA 産生細胞分化を誘導した後、これらの IgA 産生細胞が
CCL28/CCR10 ケモカイン活性により乳腺組織に運ばれることで、乳汁中に IgA
が分泌されていることが明らかとなった。この腸内細菌―PP－乳腺の関係性で
誘導される IgA 産生経路の特定は、腸内細菌や PP を標的とすることが母乳中
IgA の量的、質的な向上につながることを示しており、乳汁中 IgA 産生を向上さ
せるような応用技術開発を前進させると考えられる。 




用されてきた 112, 113, 114。Tdap は注射型ワクチンであるため、妊娠中にワクチン
接種されると胎盤を介して子孫に移される抗原特異的血清 IgG 抗体を主に誘導








れてきた 118, 119。しかしながら我々が知る限りでは、PP 依存性の母体乳腺 IgA
産生を誘導するような、腸内微生物応用を成功させた研究は存在しない。経口ワ
クチン開発の障害の一つが、M 細胞への効果的な運搬によって PP に抗原を送
り込むことであることを考慮すると、Bacteroides acidifaciens や Prevotella 
buccalis のゲノムにワクチン抗原をコードする適切な遺伝子を導入することで、
PP を標的とするワクチン抗原のキャリアとして実用できる可能性がある。さら











行がほとんど行われない 35, 36。そのため、授乳中期に一過的に IgA 産生だけが増
大するマウスとは違い、初乳に IgA や IgG など様々なサブタイプの抗体が含ま
66
れる 14。このことから、子の健全育成を目指した技術や子の消化管の感染症に対





ている 13, 120, 121, 122, 123。この課題を考える上では、IgG や IgA がどのような微生
物を認識しているのかを特定することが、その作用を解明することにつながり、
重要となる。これに関して、本研究の第 4 章において行った、乳汁中 IgA を用
いた IgAseq 法が有効であると考えられる。本技術を家畜の乳汁でも応用し、乳
汁中 IgAseq および乳汁中 IgGseq を行うことで、IgA および IgG が認識する微
生物の違いを見出せる可能性が高い。また、本研究において、Bacteroides 
acidifaciens および Prevotella buccalis が PP に取り込まれ乳汁中 IgA 産生を誘
導する菌として特定された。しかしながら、腸内細菌を構成する菌種は動物種に
よって全く異なることが知られている 124, 125, 126。実際に当研究でもブタの糞便中
の細菌構成を解析しているが、Bacteroides acidifaciens や Prevotella buccalis は
ブタにおける優占種ではないことを確認している（伊藤修論、2018 年）。一方で、
ブタにおいても乳腺中の IgA 産生細胞の集積は確認できている 37, 127 ことから、
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goldsteinii、Bacteroides acidifaciens、Prevotella buccalis、およびEscherichia albertii
について存在割合を解析した。 Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciens、
およびPrevotella buccalisの3菌種はVan投与により糞中へ定着できなくなるのに対し、
Escherichia albertiiはVan投与で逆に定着するようになった。
* p<0.05, ** p<0.01 , *** p<0.001 , **** p<0.0001
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IgA+ IgA- IgA+ IgA-
図48 乳汁IgAに結合する糞中微生物の細菌種解析
乳汁IgA+菌とIgA-菌について、 ゲノムDNAから特定された菌種の内、
Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciens、Prevotella buccalis、および















































































































水させた後、 Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciensおよびPrevotella
buccalisを1週間経口投する菌投与試験（CBI）を行った。糞中DNA抽出後、細菌叢
のα多様性を3つの関数で測定した。ほとんどの場合で多様性に変動は無かった。
# p<0.05、 ** p<0.01
134
PP intact PP null





















































































































































水させた後、 Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciensおよびPrevotella
buccalisを1週間経口投する菌投与試験（CBI）を行った。糞中DNAから特定された
菌種の内、Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciens、Prevotella buccalis、
およびEscherichia albertiiについて存在割合を解析した。 PPの有無に関わらず、
Bacteroides acidifaciensを投与した個体にはBacteroides acidifaciensが優先的に定着
していた。一方で、 Prevotella buccalisを投与しても全ての個体でPrevotella buccalis
は定着していなかった。













































































































水させた後、 Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciensおよびPrevotella
buccalisを1週間経口投する菌投与試験（CBI）を行った。その後乳腺および子胃内
容物を採材し、乳腺のIgA産生細胞数および乳汁中IgA濃度を測定した。PP正常マウ
スについて、 Bacteroides acidifaciensおよびPrevotella buccalisをした時有意に乳腺
IgA産生が増大したのに対し、PP欠損マウスでは、これら2菌株を経口投与しても、
IgA産生細胞数および乳汁中IgA濃度に変化は無かった。





























































































水させた後、 Parabacteroides goldsteinii、Bacteroides acidifaciensおよびPrevotella
buccalisを1週間経口投する菌投与試験（CBI）を行った。その後乳汁サンプルとして






















The microbiota-PP-mammary gland 
pathway
BB B
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パイエル板
乳腺
LP:粘膜固有層
図56 乳腺IgA産生誘導経路の特定
Bacteroides acidifaciensとPrevotella buccalisの2菌株はM細胞を介してパイエル板に
入り、パイエル板内のIgA産生細胞分化を誘導後、そのIgA産生細胞がCCL28/CCR10
依存的に乳腺に遊走されていくと予想される。
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